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（甲醇、95% 乙醇）、提取方法（超声、回流后直接过
滤以及超声、回流后 100 ～ 200 目中性氧化铝柱过滤）、
提取时间（15、30、60、90 min）进行了考察，其中甲
醇的提取率略高于乙醇溶剂的提取；回流的提取方法
有效率高于超声提取的方法；对提取时间进行考察，
15 min 内没有提取完全，但是在回流 30 min 后，铁屎
米酮的有效含量基本一致，说明在回流 30 min 后，椿
皮中的铁屎米酮已经提取完全。所以选择甲醇为提取
溶剂，回流提取 30 min。
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超高效液相色谱法测定人血清中去甲万古霉素的含量
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摘要：目的　建立测定人血清中去甲万古霉素含量的超高效液相色谱法。方法　以Waters ACQUITY 
UPLC BEH C18（2.1 mm×50 mm，1.7 µm）为色谱柱，流动相为磷酸二氢钾缓冲液（pH ＝ 3.2）-甲醇
（88∶12，v/v），流速 0.21 mL·min－ 1，柱温 42℃，检测波长：236 nm。10%高氯酸沉淀蛋白，离心
取上清液进样。结果　去甲万古霉素在 1.67 ～ 83.40 µg·mL－ 1与峰面积线性关系良好（r ＝ 0.9991），
低、中、高浓度（4.17、25.02、66.72 µg·mL－ 1）的提取回收率分别为（66.30±2.1）%、（72.22±1.0）%、
（75.32±0.8）%；方法回收率分别为（102.5±5.4）%、（97.5±1.1）%、（101.7±1.8）%。日内及日间精密
度均小于 3%（n ＝ 5）。结论　该检测方法操作简单、准确、灵敏，可用于血清中去甲万古霉素的监测。
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Determination of norvancomycin blood serum concentration by UPLC
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Abstract: Objective  To establish a UPLC method for norvancomycin concentration detection in the human 
serum. Methods  Norvancomycin was extracted by 10% perchloric acid and separated by a Waters ACQUITY 
UPLC BEH C18 (2.1 mm×50 mm, 1.7 µm) column. The mobile phase was monopotassium phosphate buffer (pH
＝ 3.2)-methyl alcohol (88∶12, v/v). The flow rate was 0.21 mL·min － 1, the column temperature was at 42℃ 
and the detection wavelength was at 236 nm. Results  The linear range was from 1.67 to 83.40 µg·mL － 1, r ＝
0.9991. The extract recovery of low, medium, and high concentrations was (66.30±2.1)%, (72.22±1.0)%, and 
(75.32±0.8)% while the method recovery was (102.5±5.4)%, (97.5±1.1)%, and (101.7±1.8)%, respectively. 
The intra-and inter-day RSD was less than 3% (n ＝ 5). Conclusion  This method is simple, accurate, precise 
and suitable for the monitoring serum concentration of norvancomycin. 
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　　去甲万古霉素是中国自主研制的糖肽类抗生素。
其结构、抗菌谱、临床疗效与万古霉素相近，在国内
应用广泛。由于其具有耳、肾毒性，临床给药时建议
进行血药浓度监测，例如老年患者和肾功能不全者。
本研究拟建立一种简单、快速检测人血清中去甲万古
霉素血药浓度的方法，用于监测血药浓度，以指导临
床安全用药。
1　材料
1.1　仪器
　　Waters ACQUITY UPLC 系统（美国 Waters 公司）；
TP-214 电子天平（Denver 公司）；UB-7 PH 计（Denver
公司）；WXH 微型漩涡混合器（上海跃进医疗器械
厂）；GTR16-2 高速台式冷冻离心机（北京时代北利离
心机有限公司）；超声波清洗器（昆山市超声仪器有限
公司）；移液枪（Finnpipette）；津腾微孔滤膜（孔径0.22 
μm）。
1.2　试药
　　磷酸二氢钾（汕头市达濠精细化学品有限公司）、
高氯酸（国药集团化学试剂有限公司）、磷酸（上海化
学试剂总厂）均为分析纯；甲醇（Merck 公司，色谱
纯）；空白血清由健康受试者提供；实验用水为蒸馏
水（屈臣氏）。
　　去甲万古霉素标准品（中国食品药品检定研究
院，批号：130338-200303，含量：83.4%）；万古霉
素标准品（中国食品药品检定研究院，批号：130360-
201302，含量：100%）。
2　方法与结果
2.1　色谱条件
　　 色 谱 柱：Waters ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 
mm×50 mm，1.7 µm）；流动相：磷酸二氢钾缓冲液
（精密称取磷酸二氢钾 6.805 g，用 1 L 蒸馏水溶解，用
磷酸调节 pH 至 3.2，经微孔滤膜滤过）- 甲醇（88∶12，
v/v）；流速：0.21 mL·min － 1；柱温：42℃；进样量：
1 µL；检测波长：236 nm。在建立的色谱条件下，去
甲万古霉素的保留时间为 3.9 min 左右，万古霉素的保
留时间为 5.9 min 左右，两者分离良好。无血清内源性
物质干扰，见图 1。
2.2　标准品溶液的配制
　　精密称取去甲万古霉素标准品 10.0 mg，用蒸
馏水溶解并定容至 10 mL 量瓶中，得浓度为 0.834 
mg·mL － 1 的去甲万古霉素标准储备液。精密称取万
古霉素标准品 10.0 mg，用蒸馏水溶解并定容至 10 mL
量瓶中，得浓度为 1.0 mg·mL － 1 的万古霉素内标液。
于 2 ～ 8℃冰箱中存放备用。
2.3　样品处理
　　 取 空 白 血 清 200 μL 于 1.5 mL EP 管 内， 加 入
“2.2”项下万古霉素内标液 20 μL，旋涡混合 20 s，再
加入 10% 高氯酸溶液 100 μL 混匀，涡旋震荡 1 min，
12 000 r·min － 1 离心 10 min，吸取上清液，经微孔滤
膜过滤后进样检测。
2.4　标准曲线
　　取空白血清 200 μL，加入去甲万古霉素标准储备
液适量，分别配制成浓度为 1.67、3.34、6.62、16.68、
33.36、83.40 µg·mL － 1 的血清样品，按“2.3”项下
方法处理，照“2.1”项下色谱条件进样测定。以样品
浓度为 X 轴，以去甲万古霉素峰面积对内标万古霉素
峰面积比值为 Y 轴，绘制标准曲线。得回归方程为：
Y ＝ 0.0247x － 0.0297（r ＝ 0.9991，n ＝ 5）。结果表
明去甲万古霉素在 1.67 ～ 83.40 µg·mL － 1 与峰面积
线性关系良好。采用信噪比 S/N ＝ 10，测得定量限为
1.67 µg·mL － 1。
2.5　回收试验
　　取空白血清，加入去甲万古霉素标准储备液，分
别配制成 4.17、25.02、66.72 µg·mL － 1 的低中高 3
组血清样品，按“2.3”项下方法处理，照“2.1”项下色
谱条件进样测定，记录峰面积（Ax）；同时配制 4.17、
25.02、66.72 µg·mL － 1 的低中高 3 组的去甲万古霉
素标准液，照“2.1”项下色谱条件进样测定，记录
峰面积（As），提取回收率 =Ax/As×100%。取空白血
清，加入去甲万古霉素标准储备液，分别配制成 4.17、
25.02、66.72 µg·mL － 1 的低中高 3 组血清样品，按
“2.3”项下方法处理，照“2.1”项下色谱条件进样测
定，将测得的去甲万古霉素峰面积和内标物峰面积的
比值带入标准曲线，计算得去甲万古霉素的测定浓度
（Cc），将所测定浓度（Cc）与实际加入的浓度（C）相
比后得去甲万古霉素的方法回收率。结果见表 1。
2.6　精密度试验
　　取空白血清，分别配制成 4.17、25.02、66.72 
µg·mL － 1 的低、中、高浓度 3 组血清样品，按“2.3”
图 1　去甲万古霉素和万古霉素 UPLC 谱图
Fig 1　UPLC chromatogram of norvancomycin and vancomycin
A. 空白血清（blank serum）；B. 空白血清＋去甲万古霉素（blank 
serum with norvancomycin）；C. 空白血清＋去甲万古霉素＋万古霉
素（blank serum with norvancomycin and vancomycin）；1. 去甲万古
霉素（norvancomycin）；2. 万古霉素（vancomycin）
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项下方法处理，照“2.1”项下色谱条件进样测定，各
个浓度日间平行测定 5 次，计算日内精密度。连续测
定 5 d，计算日间精密度，结果见表 1。
表 1　回收率与精密度试验结果 
Tab 1　Recovery and precision
浓度
（concentration）
/µg·mL － 1
提取回收
率（extract 
recovery）/%
方法回收率
（method 
recovery）/%
精密度（precision）/%
日内（intra-
day RSD）
日间（inter-
day RSD）
  4.17 66.30±2.1 102.5±5.4 3.0 1.5
25.02 72.22±1.0   97.5±1.1 1.3 0.58
66.72 75.32±0.8 101.7±1.8 1.2 2.3
2.7　重复性试验
　　取空白血清，分别配制成 4.17、25.02、66.72 
µg·mL－ 1 的低中高 3 组血清样品各 6 份，分别按“2.3”
项下方法处理，照“2.1”项下色谱条件进样测定，记录
样品峰面积。结果低中高 3 个浓度各 6 份样品 RSD 值
分别为 7.2%、1.6%、4.3%。
2.8　稳定性试验
　　分别制备浓度为 4.17、25.02、66.72 µg·mL － 1
的浓度血清样品，将配制好的血清样品置于－ 20℃冰
箱保存。按“2.3”项下方法处理，照“2.1”项下色谱条
件，分别在 0、6、12、24、48、72 h（除 0 h 外均为冷
冻后融溶）进样测定，记录样品峰面积。结果低、中、
高浓度峰面积的 RSD 值分别为 6.1%、4.3%、1.3%，
表明样品在 72 h 内基本稳定。
3　讨论
3.1　流动相的选择
　　本研究参考 HPLC 方法 [1-9]，经考察选用 0.05 
mol·L － 1 KH2PO4 缓冲液 - 甲醇（88∶12）时，去甲万
古霉素和内标万古霉素分离良好；磷酸二氢钾缓冲液
的 pH 值对色谱行为有较大影响，pH 值偏低时出峰时
间延长，pH 值偏高时出峰时间则缩短，峰形不理想。
经多次试验将 pH 值调节至 3.2，去甲万古霉素与万古
霉素保留时间适中，血清中无内源性物质干扰，峰形
适合。
3.2　检测波长
　　有文献报道在 236 nm[2] 和 280 nm[3] 对去甲万古霉
素进行检测，本研究扫描 190 ～ 400 nm 去甲万古霉素
3D 峰形图，比较 236 nm 和 280 nm 处的吸收，发现
236 nm 处样品吸收好，峰形适宜，故采用 236 nm。
3.3　内标物的选择
　　部分文献采用维生素 B12
[5] 和替硝唑 [7] 等作为内标
物，但临床中存在同时用药情况，影响测定结果；因
万古霉素在化学结构与去甲万古霉素相似，且临床上
不会将两者同时使用，故采用万古霉素作为内标物。
　　去甲万古霉素参照万古霉素临床应用中国专家共
识，万古霉素血药谷浓度 [10] 应控制在10～20 µg·mL－1，
本试验建立的标准曲线范围覆盖了临床实际应用去甲
万古霉素后血药浓度的监测范围。参考多个 HPLC方
法 [1-8]，通过超高效液相色谱法快速、高分离度、灵敏等
特点，能将样品分析提升到每小时 20 ～ 30 个样品且操
作简单、快速，为临床调整剂量、评价疗效、监测不良
反应等提供依据。
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